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肺癌細胞株お よび 阻織 に お け る 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現 と ア ポ ト ー シ ス 関連遺伝子 で ある Fas 抗原 お よび
Bcl-2 蛋白 の 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現に 対す る関与の 有無の 検討を行う こ と を 本研究の 目的と した . 細胞株 と して 人肺
小細胞癌細胞由来の S B C-1, S B C-3 お よび人腺病細腰由来の R E R F-L C-M Sを本研究に用 い た . 1 0 Gy お よび 20 Gy 照射, 抗
Fa s 抗体 200ng/ml の 添加 , 1 0 Gy 照射 と抗 Fas抗体 200ng/mlの 添加併用 の 各処置後 の 各細胞株 に お ける細胞死 亡率 の 変化
と形態的変化を調べ , ア ポ ト ー シ ス 発現の 有 無お よ び発現量を検索 した . ま た , 肺小細胞癌患者 お よび 腺病患者か ら得 られた
照射 された肺癌組織 に おけ るア ポ ト ー シ ス 発現の 有無を D N Aニ ッ ク 末端標識法 を用い て 検索 した . さ らに , 各細 胞株 におけ
る Fas抗原お よび Bcト2蛋白の 発現を 10 Gy 照射前後で調 べ , 放射線誘発ア ポ ト ー シ ス に 対す る こ れら ア ポ ト ー シ ス 関連遺伝
子の 関与 の 有無に つ き検討 した . 結果 と して , 放射 線誘発 ア ポ ヤ ー シ ス は S B C-1, S B C-3 に 発現 し , そ の 最大発現頻度は
S B C-1 に おい て 10 Gy 照射48時間後 17.9 土0.1 %(真 土S D), S B C-3 に お い て 20 Gy 照射7 2時間後 9.6 土2.3 %(支 土S D) で あ っ
た . ま た , 放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発現ほ , 照射 され た 小細胞癌患者か ら得 られ た 生検腫瘍組織 に お い て も確認 され た . 一
方 , Fas 抗原の 発現 は S B C-3 お よ び R E R F- LC M Sに , Bcl-2 蛋白の 発現ほ全細胞株 に 認め られ た . 10 Gy 照射後 S B C-3 に
お い て Fa s mR N A発現の 増加 とそ れに伴う Fa s抗原発現の 増加があり , 抗 Fa s抗体 に よ るア ポ ト ー シ ス の 誘発 が 促進 され
た . また , 10 Gy 照射後 S B C-1 に おけ る Bcl-2 蛋白発現の 減少 があり , 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス に 対する比較的高 い 感受性の
一 因と な っ た . 小細胞癌細胞と ほ対照的に R E R F- L C-M S で は放射線誘発ア ポ ト ー シ ス は 認め られ ず , Fa s抗原 の 発現を認め
て も抗 Fas抗体に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘発も認 め られなか っ た . また ∴照射 され た 腺癌鼠織でも放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発
現は 認め られなか っ た . こ の 結果は , 肺小細胞癌と肺腺癌 の 放射線感受性 の 差 に ア ポ ト ー シ ス 発現の 有無が 一 因と な っ て い る
こ とを 示 した . また , Fas抗原や Bcl-2 蛋白の 発現が放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス 発現 の 調節因子 とな っ て い る こ と , さ らに , 小
細胞癌細胞に お い て は照射が こ れ らの 調節因子の 発現を変化 させ る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 発現を 変化 させ うる こ と を示 し
た .
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細胞死は形態的に ネ ク ロ ー シ ス と ア ポ ト ー シ ス に 分類 され
る
l卜l)
. ネ ク ロ ー シ ス は補体反応や重篤 な虚 血 時等 に細胞 に 認
め られ る病理的反応 と考え られ て お り , こ れ らの 刺激因子ほ細
胞膜 の 透過性を冗進 させ ∴結果 と して不 可逆性 の 細胞腫大 と細
胞融解をもた らす2). 一 方 , ア ポ ト ー シ ス は 胎発生や 加齢あ る
い ほ腫瘍退縮 な どに おけ る正 常な細胞回転時に 認め られ る生理
的な過程 と考 え られ て い る2). ア ポ ヤ ー シ ス は 細 胞客席 の 減少
と細胞質お よ び ク ロ マ チ ン の 濃縮を 伴い ト 結果 と して ヌ ク レオ
ソ ー ム 単位 で の D N Aの 規則的な断片化が生ず る こ とを 特徴 と
して い る彿 .
放射線生物学 に お い て , 放射線誘発細胞死ほ増殖死 と間期死
に分頼 し論 じられてきた
5)
, 増殖死は 増殖性細胞 に お け る放射
線に よ る増殖検能の 停止と して定義 される細胞死 であり , 一 般
的に放射線誘発細胞死は増殖死を意味 して い る . 一 方 , 間期死
は リン パ 球や 胸腺細胞な どの 非増殖性細胞 に認 められ る増殖機
脚こ依存 しな い 特殊な細胞死 で ある . こ れ ら非増殖性細胞に認
め られ る間期死 が形態的 に ア ポ ト ー シ ス で あ る こ と が 知ら
れ
8)
上 聞期死研究 が放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス 研 究 の 端緒と な っ
た . しか し, 増殖性細胞 に お け る放射線誘発細胞死 と ア ポト ー
シ ス と の 関連性 は不 明な点が 多く , 放射線高感受性 の 血液細胞
由来の 増殖性細胞 に 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス が認め られる こと
が わ ずか に 知 られ て い る の み で ある7 ト11). 増殖性細胞に おける
放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 関連を 調 べ る た め に , 増殖性細胞と
して 肺癌細胞 に お ける放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 有無を肺癌細
胞株お よ び 肺癌患者か らの 生検材料を用い て 検討す る こと を本
研究 の 第 一 の 目的と した .
一 方 , ア ポ ト ー シ ス の 生化学的変化ほ エ ン ドヌ ク レ ア ー ゼ の
活性化に よ る D N Aの ヌ ク レ オ ソ ー ム 単 位 へ の 断 片化 で ある
が1 2}, ア ポ ト ー シ ス の 発現は 種 々 の 遺伝子産物 に よ っ て 調節さ
れて い る こ とが 知 られて い る13). こ の 内, 細胞 内に ア ポ ト
ー シ
ス 信号 を伝達 しう る細胞表面構造と して Fas 抗原 が 同定され
た
‖)
. ま た , 他に ユ ニ ー ク な 達伝子 と して ! 人濾胞性B細胞リ
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Ⅰ5)
. Bcl-2 の 遺伝子産物 ほ ア ポ ト ー シ
ス を抑制する こ とに よ り血液細胞の 生存を左右す る こ と が知 ら
れてい る
18)1丁】
. しか し, こ れ らの ア ポ ト ー シ ス 関連遺伝子と増殖
性細胞に お ける放射線誘発ア ポ ト
ー シ ス と の 関連性 に つ い て は
ほとん ど知られ て い な い . 増殖性細胞 と して の 肺癌細胞株 に お
ける放射線誘発細胞死 , 掛 こア ポ ト ー シ ス に 対す る こ れ ら遺伝
子の 関連性の 有無の 検討を本研究の 第 二 の 目 的と した .
材料 お よび方法
Ⅰ. 細胞株および培養法
細胞株と して 人肺小細胞癌細胞由来 の S B C-1, S B C-3 およ び
人腺病細胞由来の R E R F-L C-M Sを本研究に用い た . 各細胞株
は, 37℃, 5% 二 酸化炭素の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で , 1 0% 牛胎
児血清(fetal bo vin e s e ru m, F BS) (Gibc o Brl, Gra nd Isla nd,
U S A)を加え た イ ー グ ル M E M培地(日水, 東京)を 用 い , ベ ト
リディ シ ュ (Cor ning, On e o nta, U S A) 内で 培養 された . 各細胞
株は細胞密度が コ ン フ ル エ ソ ト (c o nflu e nt) に 達 し た と き ,
0.1%ト リ プ シ ン ー0.04 % E D T A を用い て細胞を剥離 し, 新た な
培地に継代培養 した .
Ⅱ . 照 射
各培養細胞を0.1% トリ プ シ ソ ー0.04 % E D T A処理 に て 単 一 細
胞に 調製 し, 適当な細胞数 を デ イ シ ュ に 付着 させ た 後対数増殖
期に照射を行 っ た . 線 質ほ
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Co 照射装置 R C RT120-CI(東芝, 東
京)か ら得 られ る γ 線を 用い , 線量率約 50cGy/min, 室温 , 空
気中に て 照射 した . 細胞 の 照射中 , 非照射 コ ン ト ロ ー ル 細胞も
同時間空気中に放置 した .
Ⅲ . 51Cr 標識法に よ る細胞死判定
細胞死判定は 51Cr 標識法に て 行 っ た18). 2×1 08個の 培着細胞
をベ ト リデ イ シ ュ に 単層付着 させ た後 , 20〟Ciの
51
Cr-ク ロ ム 酸
ナ トリウ ム (400-1200 Ci/g, Du Po nt, Bo sto n. U S A)を 添加 しイ
ン キ ュ ベ ー タ ー 内で 3 時間培養 した . 培養 後 リ ン 酸緩衝液
(phosphate-buffer ed s a.1in e, P B S) (pH 7.4) に て 3 回 洗浄 し ,
5mlの 新鮮培地 を加え測定試料と した . 1 0 Gy およ び 20 Gy 照
軋 抗 Fas抗体(マ ウ ス IgM 型 , M B L, 名古屋)200ng/mlの
添れ 10Gy 照射 と抗 Fa s抗体 200ng/mlの 併用 の 各処置後,
24時間毎72時間 まで 100〃lの 培養上清 を コ ン ト ロ ー ル お よ び細
胞処置を行 っ た 各 ベ トリ デ イ シ ュ よ り 採取 し , 1000×g, 5分
間の遠沈後上帝を採取 しそ の 放射活性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 測
定 し た . 51Cr 特 異 的放 出率 ほ実 験 放 出値 (e xperim e ntal
rele as e, E R), 自然放出値(spo nta n e o u s r ele a se, S R), 全放出値
(totalr elea s e, T R) を 測定 し, 1 00×[E R(cpm)-S R(cpm)]/【T R
(cpm)-S R(cpm)]と して 求め た18). 全放 出値 を求 め る た め 観察
時間終了後各 ベ ト リ デ イ シ ュ を 数回凍結解凍処 理 する こ と に よ
り細胞を破壊 し , そ の 培養上清 10恥1 を上 と 同様 に 遠沈 して得
られた上清 の 放射活性 を測定 した . 実験 は少 なくと も 3回線 り
返して行い , そ の 平均(豆 士S D)を 細胞死亡率と した .
Ⅳ
. 形態観察
0･1% トリ プ シ ン ー0.04 %E D T A処 理 に て 紳胞 を ベ ト リ デ イ
シ ュ よ り剥離 し , P B S で 2回洗浄 し遠沈集族後 0.1 M カコ ジ ル
酸ナ ト リウ ム 緩衝液(pH 7.2) で調製 した2.5% グ ル タ ー ル ア ル
デ ヒ ドで 3時間前固定 , P B S で調製 した 2 %四 酸化 オ ス ミ ウ
ム(T AA B, Berks, U.K .)で 1時間後固定 した . 次に , エ タ ノ ー
ル系列で順に 脱水 し, 酸化 プ ロ ビ レ ソ (和光, 大阪)に置換後 エ
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ボ ン 樹脂に 包唾 した . 1〟m の 薄切片は0.5% ト ル イ ジ ン ブ ル ー
染 色後光学顕微鏡 に て 観察 し 上 越薄切片は ウ ラ ニ ウム ･ 鉛 二 重
染色後電子顕微鏡 日立 H-300(日立 , 東京) で観察 した .
V . アポト ー シス 細胞数の計測
各細胞株中の ア ポ ト ー シ ス 細胞数 の 計測は , 光学顕徴掛 こお
い て200倍観察下 で 5視野を任意に 選択 し, 細胞数400個中の ア
ポ ト ー シ ス 細胞数を 計測す る こ と に よ り行い , 細胞 数4 00個中
の 平均発現率を パ ー セ ン ト (豆 士S D) で表 した , こ の 際 , コ ン
ト ロ ー ル 細胞に おけ るア ポ ト ー シ ス の 自然発現率 を差 し引 い
た . こ こ で t ア ポ ト ー シ ス と して典型的な ク ロ マ チ ン 凝集像や
そ の 断片化像をも つ 細胞 を ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と して 計測 した
が , ア ポ ト
ー シ ス 後の 変化と 考えられ る細胞破片像 ほ ア ポ ト ー
シ ス 細胞と して計測 しなか っ た .
Ⅵ . フ ロ ー サイ トメ トリ ー
0.04 % E D T A液処理 の み に て 細胞を ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り ベ
ト リデ イ シ ュ か ら剥離 させ , P B S で洗浄後 P B Sで 調製 した
1% パ ラ ホ ル ム ア ル デヒ ドで20分間室温 で国定 し , P B Sで 2
回 洗浄 した . Fa s抗原の 発現 の 評価 にほ ∴M iァa w akiら18)の 方法
に 従い 1次抗体と して抗 Fa s抗体を 1 %牛 血清 ア ル ブ ミ ン を
含む P B S で濃度 2.5p g/mlに な る よう添加 し, P B Sで 洗浄後
2次抗体と して フ ィ コ エ リ ス リ ン (phyc o erythrin, P E) 標識抗
マ ウ ス IgM 抗 体(So uther nBiote chn oIog y Ass o ciate s, ln c. ,
Bir mingha m, U S A)で 反応 させ Cytro nA bsolute フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー (Ortho Diagn o stic Syste m s, 東 京) で 検索 し た .
Bcl-2蛋白の 発現 の 評価に ほ ▲ Ta m a r uら2 O)の 方法に 従 い 細胞 を
50m M ト リ ス ク ロ ル 緩衝液(pH 7.4) で 調製 した0.1%ト リ ト ン
Ⅹ-100(和光) に 5分間浸透 さ せ た後 , 1次抗体と して 抗 Bcl-2
抗体(ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 京都)を 濃度 3.恥g/mlに な る よう添加
し, P B Sで 洗浄後 2次抗体と して フ ル オ レ ス セ イ ン ･ イ ソ チ
オ シ ア ン 酸 (flu or es c ein is othio cya n ate, FI T C) 標識抗 マ ウ ス
IgG 抗体(ダ コ ･ ジ ャ バ ソ)で反応 させ E PIC S E LIT E E S Pフ
ロ ー サ イ トメ h タ ー (Co ulterCorpo ratio n, M ia mi, U S A)で 検索
した .
Ⅶ . ノ ザン プロ ッ ト法
全 R N Aを細胞よ り酸性 グア ニ ジ ン チ オ チ ア ネ ー ト法21) に よ
り抽出 した後 , 1タ` ア ガ ロ ー ス ー ホ ル マ リ ン ゲル 電気泳動 で 分
離 し常法22) に 従 っ て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (B A 85, Shleicher &
Schu ell, Da s sel, Ger m a ny)に 転写 した (以下 ノ ザ ン プ ロ ッ ト 膜
と略称). ノ ザ ン プ ロ ッ ト膜 に 対 して 5倍濃度 SS C(1 倍濃度
S S C:0.15 M塩化ナ トリ ウ ム , 0.015 Mク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム), 5
倍濃度デ ン ハ ル ト液 (0.1% ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン , 0.1% 牛血
清 ア ル ブ ミ ン , 0.1% フ ィ コ ー ル), 0.1 % S D S,1 00p g/ml 変性 サ
ケ 精子 D N A(Bo ehringer Ma n nheim , 東京)か らな る プ レ ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液で68 ℃, 4時間反応 させ , 次に ラ ン ダ ム
プ ラ イ マ ー 法23)に よ っ て a32pTd C T P(3000 Ci/m m ol, A m ersham
Inter n atio n al, Bu ckingha m shire, U.K.) で 標 識 し た 人 Fa s･
CDN Aを プ ロ ー ブに して16時間 ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ
た . ノ ザ ソ プ ロ ッ ト膜 を 2倍濃度 S S C-0.1%S D S お よ び0.1倍
濃度 S S C-0.1 % S D Sに て順次洗浄後 , Ⅹ線 フ ィ ル ム (Fuji Ne w
R X X- Rayfilm s, 富士 フ ィ ル ム , 東京), イ メ ー ジア ナ ラ イザ ー
(Fujix Bio- lmaging An alyzerIP Rl OOO, 富士 フ ィ ル ム)を 用い て
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行い , Fa s mR N A を検出お よ び定量
した .
Ⅷ . D N Aニ ッ ク末端標識法
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患者 か ら生検 で得 られ た 覿織切片を用い D N A断片化の 染色
を従来法
24)25) に 従 い 行 っ た . ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包哩 さ
れた 鼠織切片を脱 パ ラ フ ィ ン し∴蒸留水で 洗浄後 10m M ト リ
ス ク ロ ル 緩衝液(pH 7.4) に 溶解 した 20jLg/ml プロ テ ナ ー ゼ K
(和光) 溶液で室温 で20分間反応 さ せ た . 次 に 蒸 留水 で洗浄
後 2% 過酸化 水素水で 20分間処 理 し , さ らに 蒸留 水 で 洗浄
後 タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ス ク レ オ チ ジ ル ･ ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ (ter min al de o xyll u Cle otidyltra n sfer a se, T D T) (Gibc o
Brl) 0.3Uルl とビ オ チ ン ー1 6-2
一








-16-d U T P)
(Bo ehringerM a n nheim)0.0 4n m ol/plを含 む T D T緩衝液 を適量
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間反応させ た ･ 次に カ バ ー グ ラ ス を ほ ず し, 2倍濃度 SS Cで
15分間処理 し , 蒸 留丸 P B S, 10% 兎血 清 で順次洗浄後30分間
ア ビ ジ ン ･ ビ オ チ ソ 化 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 (Vec statin
A BC Kit一 Ve ctorLabo ratorie s,In c･, Burlinga m e, U SA)を反応
させ , PB S で洗浄後 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (dia min o-benzidine
tetr ahydr o chLoride, DAB) (同仁化学研究所 , 熊本) 過酸化水素
溶液 で 発色 させ た . 最後 に へ マ ト キ シ リ ン に て 核 染色を行っ
た ･ T D T処 理前 に カ コ ジ ル 酸ナ ト リ ウム 緩衝液(pH7･2)に 溶解
した 1pg/ml D Nas el(Sigm a, St･ Lo uis, U S A)溶液 で10分間処
理 した 観織切片を陽性 コ ン ト ロ ー ル と して , T D Tを 含 まずに
T D T緩衝液 の み で 処 理 した 阻織切片を陰性 コ ン ト ロ ー ル と し
て 用い 比較対照 した .
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Fig.1. Effect of irr adiatio n on c ellde ath in e ach c e111ine. Cellm ortality w as m o nitor ed by
51
Cr r ele as e e v ery 24 hr up to 72hr.
Valu e s are文 士S Dr T he data w er e obtain ed fr o m at lea st thr e e s epar ate e xperim e nts ･ (A )Cel m ortality after lO Gy


















48 7 2 0 2 4 4 8 7 2
In cubatio ntim e(hr)
Fig. 2･ Effect of a nti
-Fas a ntibody o n c ell death in e ach c ell lin e･ Ce11m o rtality w a s m o nitor ed by
51Cr r ele a se v ery24 hr upt
O
72 hr. Valu e s a re真 土!D･ T he data w e re obtain ed fr o m atle a st thre e s epa rate $Xperim ents･ (A)Ceu m ortality after200ng/
ml a nti-Fa s a ntibody addito n. (B)Cellm ortality afterlO Gyirr adiation a nd 200ng/ml a nti-Fa s a ntibody addito n. ◎, S BC･1;
薗, S B C-3; ▲ , R E R F-L C-M S. T he figu re of c ellm o rtality after a nti-Fa s a ntibody ad dito n in S B C-1 c ells w a s not draW n
be c a u s e of n oindu ctio n of c ell de ath.
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成 績
Ⅰ . 細胞死亡率の経時的変化
1 . 照射に よ る細胞死 亡 率の 変化
10 Gy お よ び 20 Gy 照射後の 各細胞株 に おけ る細胞死 亡 率 の
紗
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経時的変化を図1 に 示 した . 観察 ほ24時間毎72時間 ま で 行 っ
た . 各細胞株とも■経時的に 死 亡率 の 増加を認め た が ∴細胞株の
内 で は S B C-1 が最も放射線感受性が高く 10 Gy 照射72時間後
で 36 土13 %, 20Gy 照射72時間後で 41 土5 %の 死亡 率を 示 した .
S B C-3 お よび R E R F-L C-M Sは 同樫度 の 死亡率の 変化を示 し,
Fig･3･ Morphologic al chang?S after irradiatio n a nd/or
a nti-Fas a ntibody addito n ln e a Ch c ell lin e. (A) Light
mic rograph of S B C-1 c els 48 hr aft er lO Gy irradiatio n
(toluidine blu e staining, × 400). (B) Light micr ogr aph of
SBC-3 c e11s 72 hr after20 Gy irr adiatio n(toluidin eblu e
Staining, ×400). Arr o w sin the figur esA a nd B indic ate
Chr o m atin c o nden s ed a nd n u cle ar fr agm e nted c e11s,
indic ating apoptosis. (C)Light micr ogr aph of S B C-3 c ells
48 hr afte rlO Gy irr adiation a nd 20 ng/ml a ntトFa s
a ntibody ad dito n(toluidin e blue staining, ×400). (D)
Light microgr aph of R E R F-L C- M Sc ells 72 hr afterlO Gy
irr adiatio n a nd 200ng/ml a nti-Fa s a ntibody ad diton
(toluidin eblu e staining, ×400). (E)Ele ctro n micrcIgr aPh of
O n e Of S B C-3 c e11s.indic ating apopto sis afterirr adiatio n
u nderlight micr os copic obser vation(×4000).
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10 Gy 照射72時間後 で S B C-3 で は 21 ±5 %, RE R F-L C-M Sで ほ
23 士2 %, 20 Gy 照射72時間後 で SBC-3 で は 32 士3 %, R E R F-
L C- MS で は 36 士3% の 死亡 率を 示 した .
2 . 抗 Fa s抗体添加 に よる細胞死 亡 率の 変化
抗 Fa s坑俸 200ng/ml の 添加お よび 10 Gy 照射 と抗 Fa s抗
体 200ng/ml添加併用 に よ る細胞死亡率 の 変化 を図 2 に 示 し
た . 観察は照射 に よ る場合 と同様 に 24時間毎7 2時間 ま で 行 っ
た . 抗 Fas 抗体 の 添加で は S B C-3 に 明 らか な 細胞死が誘発さ
れ , 添 加7 2時 間後 で 細胞死 亡 率 は 49 士4 % に 達 し た .
R E R F-L C- M S で は わずか に 細 胞死 の 増加が認 め られ た が ,
S B C-1 で は細胞死 の 誘発 は認め られ なか っ た . 1 0 Gy の 照射 と
抗 Fa s抗体 200ng/ml添加の 併用を行うと S B C-3 で は著明な
細胞死 の 増加 を 認 め , 7 2時 間後 に 67 ±2 %に 達 し た .
R E RF-L C-M S でも 若干 の 細胞死 の 増加 が認 め ら れ た が ,























図3 に 照射お よ び抗 Fa s抗体添加に よ る 各組胸株 の 形態変
化を示 した . 1 0 Gy 照射48時間後 の S B C-1 で は, 細胞破片像を
示す細胞 に 混 じて細胞 の 凝縮像 と核辺縁に ク ロ マ チ ン 凝縮像や
ク ロ マ チ ン 断片化像 を伴うア ポ ト ー シ ス 細 胞と考えられ る細胞
の 増加を認め た (図 3A ). 20Gy 照射72時間後 の S B C-3に お い て
も形態的 に 変化の 少な い 細胞 に 混 じて 同様に ク ロ マ チ ン 凝縮像
を伴うア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 出現 が 認め ら れ (図3B), ま た抗
Fa s抗体併用 10 Gy 照射48時間後 に お い て は 著明な ア ポ ト ー シ
ス 細胞 の 出現が あり , 形態変化 を 示 す細胞 の ほ と ん どが ア ポ
ト ー シ ス 細胞 とな っ て い た (図 3 C). → 方 , R E R F-L C-M Sに お
ける 形態変化 ほ , 照射後ある い は 抗 Fas抗体併用後であ っ ても
核お よ び細胞輪郭 の 不 鮮明な腫大を特徴 と しア ポ ト ー シ ス 細胞
の 出現は なく , む しろ ネ ク ロ ー シ ス が 主 体 と考 え ら れ た (図
S B C-3 R E R F-LC - MS
1 0暮 102 1 01 102
Flu o r e sc e n c eint n sity
Fig.4. Expr es sio n of Fas a ntige n o n e a ch c ell lin eby flo w cyto m etric a n alysis･ Up perfigur e s sho w the e xpre ssio n of Fas
a ntige n on e a ch n o nirradiated c o ntroIc e11 1in e, lo w erfigu re s sho w the e xpre ssio n of Fa s a ntige n o n e a ch ell lin e12 hr aft
er
l O Gyirradiatio n･ Solid lin esindic ate the pr ofiles of e a ch c ell lin e a nd da shed linesindic ate the pr ofiles of the c o ntr ol wi
th
irr ele v a nt a ntibody. Note thein cr e a sed Fa s a ntige n e xpr e ssio n onS B C-3 c els and R E R F-L C-M Sc ells afterlO Gyirr adiatio n･
Tablel. In ciden ce ofapoptosisafterirradiatio n aJld/or anti-Fas a ntibodyaddition
In ciden ce ofapoptotic ce11s(%)in
Tre atm ent S BC_1 c els incubatedfbr SBC-3 c e11s incubated fbr
6 hr 1 2hr 24 hr 48 hr 72 hr 6 hr 12 hr 24 hr 48hr 7 2 hr
1 0Gy N D l■2 士0･4 4･9±0･3 17･9±0･1
20Gy N E N E 3･8±0･7 9･4士1･3
Fas2 0 0ng/ml NI) N D N D N D
























7 0.7 土0.2 1.S ±0.2 3.6 ±0.9
1.1士0.2 4.6 ±0.6 9.6 士2.3
14.1±4.4 3 4.0 士0.6 N E
N E 47.3±3.5 N E
Valu es are文±S D. Fas, anti-Fas antibody;N D, n Otdetectable;NE, n OteX amin ed･
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3D). R ER F-L C- M Sに お ける抗 Fa s抗体 に よ るわ ずか な細胞死
誘発ほ , ア ポ ト ー シ ス 誘 発で ほ な く非特異的作用 に よ る ネ ク
ロ ー シ ス 誘発 と考え られ た .
2 . 電子顕微鏡観察
光学顧教鏡 に お い て 照射後核膜辺縁 へ の ク ロ マ チ ン 凝縮像や
ク ロ マ チ ン の 断片化像な どの ア ポ ト ー シ ス 像 を呈 した細胞を電
子顕微鏡に て 観察す る と (図3 E), 核膜辺縁 へ の ク ロ マ チ ン 凝
縮像と細胞質構造 の 保持は ア ポ ト
ー シ ス と して の 特徴的な形態
変化を示 し, 光学顕微鏡観察 に お ける ア ポ ト ー シ ス 細胞が電子
顕緻鏡的 に もア ポ ト ー シ ス 細胞 と して 確認さ れ た .
Ⅲ . アポ ト ー シ ス 細胞発現頻度の経時的変化
表1 に 10 Gy 照射 , 抗 Fas抗体 200ng/ml の 添加 , 1 0 Gy 照
射と 抗 Fas 抗体 200ng/ml 添 加併用 後 の S BC-1 お よ び
SB C-3 に おけ るア ポ ト ー シ ス 細胞 発現頻度 の 経時的変化を 示
した . 照射後 に お い て は S B C-1 お よ び S B C-3 と もア ポ ト ー シ
ス細胞ほ照射12時間後 よ り発現を認め , 時間 の 経過 と ともに そ
の増加を 認め た . しか し, S BC-1 に お け る発現頻度ほ よ1 0 Gy照
射後に高く 20 Gy 照射後で ほむ しろ低下 し72時間後に おい て も
低下 した . 一 方 , S B C,3 に お ける発現頻度は , 20 Gy 照射後お よ
び72時間後に 高く S B C-1 との 相違が 認め られ た . 最大発現頻
度ほ S BC-1 に お い て 10 Gy 照射48時間後 17.9 ±0.1 %, S B C-3
におい て 20 Gy 照射72時間後 9.6±2.3 % で あり , S BC-1 の 方が
放射線誘発ア ポ ト ー シ ス に対 し よ り 感受性 が高 い と 考 え ら れ
た. 抗 Fas抗体の 添 加で は S B C-1 に おい て ほ経過中ア ポ ト ー
シ ス 細胞の 発現 ほ認 め られ ず, S B C-3 に おい て 抗 Fa s抗体添加
後照射と同様に12時間後 よ りア ポ ト ー シ ス 細胞 の 発現が認め ら
れ時間の 経過と とも に増加 した . また , 10Gy 照射と 抗 Fas 抗
体200ng/mlの 添加併用 で は t S B C-3 に お ける ア ポ ト ー シ ス 細




Fas 抗体 200ng/ml 添加単独に よ る 発現頻度の 合計 よ り ア ポ
ト ー シ ス 細胞 の 発現増加が認め られ た . こ の 結果ほ , 照射と抗
Fa s抗体の 併用で は照射が ア ポ ト ー シ ス 細胞 の 発現増加に 関与
して い る可能性を 示 唆した .
Ⅳ . Fas 抗原 とBcl-2 蛋白の発現
1 . Fas抗原の 発現
各細胞殊に おけ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る Fas 抗原 の
発 現 に つ い て の 結 果 を 図 4 に 示 し た . Fas 抗 原 の 発現 は
S B C-3, R E RF-L C-M Sに 認め られ た が SBC-1 に は認め られ な
か っ た . SB C-1, S B C-3 に お ける抗 Fas抗体添加に よ る細胞形
態の 変化の 結果ほ よ こ の フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー の 結果を示 唆 し
た . しか し, Fa.s 抗原 の 発現は R E R F-L C-M Sに も同様 に 認め
られ た . 抗 Fas抗体を添加 して も こ の 細胞 に ほ形態的 に ア ポ
ト ー シ ス は誘発され ず, Fa s抗原の 発現を 認めて も坑 Fas抗体
ほ必 ず しもア ポ ト ー シ ス を 誘発 しな い こ とが 示 され た . 特徴的
に 10 Gy 照射12時間後 S B C-3, R E R F,L C-M Sに おけ る Fas抗
原 の 発現は照射前 に 比較 して 増加 した . ノ ザ ン ブ ロ ッ =袈に よ
る Fa s mR N A発現の 検討 で は 照射前 コ ン ト ロ ー ル と して の
S B C-3, R E R F-L C- M Sに ほ Fas mR N Aの 発 現を 認 め た が ,
10 Gy 照射後両細胞株に 明 ら か に Fas mR N Aの 発現増加 があ
り , S B C-3 に お け る Fa s mR N Aの 発現 は1 2時間後6, 7倍 ,
R E R F-L CqM Sに お ける Fa s mR N Aの 発現は照射 6時間後1. 9
倍 に 増加 した (図5). こ の 結果は , S B C-3 に お け る照射と抗
Fa s抗体の 併用後 の ア ポ ト ー シ ス の 誘発 の 促進ほ照射に よ る
Fa s mR N Aの 発現増加を介 して の Fa s抗原 の 発現増加があ り,
そ の 結果抗 Fa s抗体に よ るア ポ ト ー シ ス の 誘発 が促進 され る
こ と を示 して い るが , R E R FrL C-M Sに お い ては 照射に よ り同
様に Fa s抗原の 発現の 増加が認め られ て も依然 と して 抗 Fas
抗体に は不 応で ある こ とも示 した .
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Fig･ 5･ Tra n sientin cr ea s e of Fas mR N A in S B C-3 a nd R E RF- LC-MS c els afterl O Gy irr adiatio n. R N A fr o mirradiated c elIs
W a sprepar ed at the tim e sindic ated in the figu re a nd w a s ex a min ed by Norther nblotting with a hu m a n■Fa s cD N Apr obe.
T he am o u nt of Fa s mR N Aw er equ a ntified u sing a nim age a n alyz er･ T he sarm e m e mbr a n e w a s rehybridiz ed with a hu m an
β-a Ctin cD N Apr obe.
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2 . Bcl-2 蛋 白の 発現 R E R F-L C.M S で は 照射 に よ る Bcト2 蛋白 の 発現 に 変化ほな
各細胞株 にお け る Bcl-2 蛋白の 発現に つ い て の 結果を 図6 に か っ たが , S B C lで は 照射 が Bcl-2蛋白の 発現を減少 させて い
示 した . Bcト2 蛋白の 発現ほ コ ン ト ロ ー ル と して の 各細胞株 に る こ とが 示 され た .
同程度 に 認 め られ た が , 10 Gy 照射48時間後に お い て S B CLl に V . 照射組織に お け る D NA 断片化
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Flu ore s c enceinte n sity
Fig,6, Expres sion of B.cl-2 protein o n e ach c ell lin eby flo w cyto m etric a n alysis. Up pe rfigu r es sho w the e xpr e ssio n of Bcト2
pr otein o n e a ch n o nirradiated c o ntroI c ell lin e, lo w erfigu re s sho w the e xpr es sio n of Bcト2 pr otein o n e a ch c e11 1in e48 hr after
lO Gy irr adiatio n. Solid lin e sindic ate the profile s of ea ch c ell line andda shed lin e sin dic ate the profile s of the c o ntrol with
irrele v a nt a ntibody. Note the ap pe ar a n c e of d w n regulated le v elof Bcl-2 e xpre s sio n o nS B C-1 c ells afterirr adiatio n.
Fig･ 7･ D N Anick e nd labeling oftiss u e s e ction s･ (A) A s m allc ellc ar cin o m atis sヮe after18 Gy irr adiatio n(×400)･ (B)
An
ade n oc a rcin o ma tis sue after 48 Gy irr adiatio n(×200), Ea ch tis s u ew as obtained by biopsy du ring r adiatio n therap y. DN A
fr agrn e ntation wa s stain ed as de scribed in Methods and obs erv ed u nder alight micr os c ope . DN Afragm e nted c ells (arro W
he ads), indic ating apopto sis, ar e Sho w nin the s m a11c ellc ar cin o m atiss u e.
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た D N A断片化の 検索 の 結果を 示 した ･ 症例 1 は6 6才 の 男性
で, 手術後 の 再発小細胞癌 の た め縦 臥 右肺門に 放射線治療 を
受けた . 18 Gy 照射時点で気管支鏡 に よ り生検鼠織を腫瘍か ら
採取 し, 生検標本に 対 し
ニ
ッ ク 末端標識を行 っ た ･ こ の 時点で
縦隔の 再発腫瘍は部分寛解以上 の 縮小を 呈 して い た ･ H E染色
では広範囲な ネ ク ロ ー シ ス 像 と核の 濃染 した腫瘍細胞の 多発を
認め照射の 効果を 示 した が , ニ ッ ク 末端標識 で は非 ネ ク ロ
ー シ
ス部に 核内の D N A断片化が染色 され る陽性細胞 の 多発が認め
られた( 図7 A). こ の D N A断片化を 示 す陽性細胞 ほ腫瘍縮小と
ともに 放射線で誘発 された ア ポ ト
ー シ ス 細胞と 考え られ た ･ 症
例2は60才の 女性 で , 肺腺癌の 右鎖骨上窟 リ ン パ 節転移 に 対 し
放射線治療を受けた . 48 Gy 照射時点 で 切除 し, 切 除標本 に 対
し ニ ッ ク末端標識 を行 っ た . こ の 時点 で腫瘍の 縮小は ほ と ん ど
なく不変 の 状態 であ っ た . H E染色 でも放射線治療の 明ら か な
効果ほ認め られ ず, ニ ッ ク 末端標識 に お い て も陽性細胞 は ほ と
んど認め られな か っ た ( 国7 B). 放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発
現が腫瘍縮小と と もに 小細胞癌に お い て 認 め られ た の に 対 し,
腫瘍の 縮小を 認め な か っ た腺病で は ア ポ ト
ー シ ス の 発現は 認め
られず対比性を 示 した .
考 察
従来, 放射線誘発細胞死は増殖死 と間期死に 分類 L論 じ られ
てきだ). 増殖死ほ増殖機能の 停止 に伴う細胞 の コ ロ ニ ー 形成
能の 停止 , 間期死は 細胞膜の 透過性の 克進 に よ る生体色素の 染
色性の 増加と して定義 され る . こ れ らの 細胞死 ほ細胞の 持 つ 生
理的な放能の 放射線 に よ る変化 を定義 した もの で あり , 個 々 の
細胞の 形態的変化 を捉 えた もの で ほな い . しか し, 非増殖性細
胞である胸腺細胞や リ ン パ 球に 生ず る間期死が形態的 お よび 生
化学的に ア ポ ト ー シ ス で ある こ と が判 明¢) して 以来 , 放射線誘
発ア ポ ト ー シ ス の 種 々 の 特徴が 明 らか に な り28)27), 特 徴的 な 形
態変化を示 すア ポ ト ー シ ス の 観点か ら の 放射線誘発細胞死 の 研
究が盛ん に 行わ れ る よ うに な っ た2さ). 一 方 , ア ポ ト ー シ ス と し
て特徴的な性格を有す る間期死に 対 して 増殖性細胞に お ける放
射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 関与の 有無は明 らか で なか っ た が , 近
年 Radford ら29)38) ほ増 殖性 の 血 液細胞株を 用 い て増殖性細胞に
おける放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス を , 1) 早期間期死塑 , 2) 分
裂を伴わずに G 2期ブ ロ ッ ク と して 生ず る遅発間期死型 , 3)
G 2期ブ ロ ッ ク の 回復後 に 生ずる増殖死型 の 3型に 分類 し論 じ
てい る . 早期間期死型ほ胸腺細胞な どに 見 られ る従来 の 間期死
に相当 し他の 放射線高感受性の 増殖性血液細胞な どに も認め ら
れる … ll). 遅発間期死型ある い は増殖死型は比較的放射線抵抗
性細胞に 認め られ た と して い る が放射線高感受性血液細胞 で も
増殖死型 が観察 され
g)
, また ある種 の 細胞 で は 照射線量を変化
させ る こ とに よ っ て早期間期死型 と増殖死型の 両者が観察 され
てい る
1¢)
. こ れ らの 報告は増殖性細胞に お ける放射線誘発 ア ポ
ト ー シ ス の 関与を確認 したもの で ある が , こ れ ら血 液細胞由来
の増殖性細胞株に お ける放射線誘発ア ポ ト ー シ ス ほ 血 液細胞自
体が有して い るア ポ ト ー シ ス 能の 反映 と も考 え られ , 他の 多く
の増殖性細胞に お ける放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 関与の 有無 は
依然と して不 明 で ある .
本研究ほ , 上 皮性増殖性細胞 と して 肺癌細胞 を選択 し肺癌細
胞における放射線誘発ア ポ ト シ ス の 有無を調 べ る こ とを第 一
の目的と した
. 肺痛細胞の 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス に関す る本
研究の 結果は , 以下の 如くで ある . 1 0 Gy お よ び 20 Gy照射後形
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態的 に ア ポ ト p シ ス 細 胞 ほ 小細胞癌細胞株 で あ る S B C-1,
S B C-3 に 発現 した . そ の 発現ほ照射12時間後 よ り認 めた . 最大
発現頻度 は S B C-1 で は 10 Gy 照 射 4 8時 間後 17.9 士0.1 %,
S B CT3 でほ 20 Gy 照射72時間後 9.6 士2.3 %で , S B C-1 の 方が よ
り ア ポ ト ー シ ス 感受性で あ っ た . 組織切片に お い て も小細胞癌
に そ の 発現が 認め られ た . 腺癌細胞株 である RERF-L C-M Sで
は ア ポ ト ー シ ス の 発現ほ なく ∴組織切片に お い て も認め られ な
か っ た . こ れ らの 結果ほ , 放射線高感受性の 血 液細胞に おけ る
ア ポ ト ー シ ス 発現と比較す る と遅発性 で 低頻度 な ア ポ ト ー シ ス
発現 で ある . 実験結果 と して 呈 示 して い ない が , 1 0Gy お よ び
20Gy 照射後の S B C-1, 20 Gy 照射後 の S B C-3 における 細胞数
の 変化ほ間期死型を呈 して お り , Radford らの 分類に よれ ばこ
の ア ポ ト ー シ ス 発現ほ遅発間期死型と して 分類され る . 早期 間
期死塑で は数 Gy の 小線量照射後早期に ア ポ ト ー シ ス 発現が 生
ず る の を特徴 とする が抑 , 本研究 に お い て ほ高線量照射後 に 間
期死を お こ した 小細胞癌細魔 が遅発性に ア ポ ト ー シ ス 発現を 呈
した もの と考え られ る . こ の 様な 照射後 G 2期ブ ロ ッ ク か ら生
ず る間期死が遅発性 に ア ポ ト ー シ ス 像を 呈す る とい う報告ほ他
の 細胞に も認め られ31】32), 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 一 つ の 発
現磯序を示 して い る . S B C-1 と S B C-3 で は照射線量, 経過時間
に よ るア ポ ト ー シ ス 発現 に 相違 が認め られ , 20 Gy 照射後あ る
い は72時間経過後の S B じl でほア ポ ト ー シ ス の 発現頻度 は低
下 して い る . 照射線量に比例 して ア ポ ト ー シ ス の 発現畳も多く
な る とい う報告が多い が
3 岬) 細
, 大線量照射 で は逆 に ネ ク ロ ー シ
ス をもた らす と い う報告も認 め られ る 期 . 本 研究 に お い て も
S B C-3 に 比 し放射線誘発ア ポ ト ー シ ス に 比 較的感受性 の 高い
S B C-1 におい て は 20 Gy照射す ると ア ポ ト ー シ ス よ りむ しろ ネ
ク ロ ー シ ス が 生ず るの かも しれ な い . 個々 の 細胞に と っ て の ア
ポ ト ー シ ス 発現の ため の 至適線量の 検討が今後必要であろう .
一 方 , 小袖胸痛細胞 に 対 し腺病細胞の 放射線に対する反応 の 相
違が 示 され てい る. すな わ ち , 組織を 含め た小細胞癌細胞 は放
射線誘発ア ポ ト ー シ ス 能を 有 して い るの に 対 し, 腺病細胞 は 同
程度 の 細胞死亡 率を 示す細胞株 に お い て も, また 紅織に お い て
も放射線誘発ア ポ ト ー シ ス 能を有 して い な い . す べ て の 腺癌細
胞 が ア ポ ト ー シ ス 能を 有 して い な い わ けで は な い が
36)
, 本 研究
の 結果は小細胞癌 と腺病に おけ る腫瘍 の 縮小過程の 相違 に ア ポ
ト ー シ ス 発現の 有無が 関与 し , 放射線感受性の 差 とな っ て い る
こ と を示 唆 して い る .
しか し, 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現を 認め て も小細胞癌
細胞株に おけ る発現頻度 は高く な く む し ろ低感受性 であ る こ
と , 各細胞間で放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発現能 に 差が ある こ
とほ ア ポ ト ー シ ス 発現を調節 して い る因子の 存在を窺わ せ て お
り , ア ポト ー シ ス 関連遺伝子と して の Fa s抗原や Bcl-2蛋白の
放射線誘発ア ポ ト ー シ ス に 対す る関与の 有無 の 検索が本研究の
第 二 の 目的で ある . Fas抗原お よび Bcト2 蛋白に 関する本研究
の 結果は以下 の 如くである . Fas抗 原の 発現ほ S B C-3 お よ び
R E R F-L C-M S に認め られた . しか し, 抗 Fa s抗体は S B C-3 の
み に ア ポ ト ー シ ス を 誘発 した . Bcト2 蛋白 の 発現ほす べ て の 細
胞株 に 認め ら れた . 10 Gy 照 射後 S B C-3, R E R F-L C- M S に
Fa s抗原の 発現の 増加と S BC-1 に Bcl-2蛋白の 発現 の 減少が認
め られた . Bcト2 蛋白は血 液細胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス 発現 を
抑制する幾能を持 つ と認め られl畔＼ また B叶2蛋白を過剰発現
さ せ た S B C-3 に お い て はある種 の 抗癌剤に対 しア ポ ト シテ
抵抗性になる とい う報告は叩, Bcl-2 蛋白の 発現 が本研究に お け
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る放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現頻度を低下 さ せ た 一 つ の 原因
で ある可 能性 を示 して い る , 照射後 Bcト2 蛋白の 発現 の 減少が
あ り結果 と し て ア ポ ト ー シ ス へ の 感受 性 が 増加 し て い る
S B C-1 に おけ る結果 は こ の 可 能性を示唆す る と 同時 に , Bcト2
蛋白発現 が肺癌細胞 に お い ても放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 重要
な調節田子で あ る こ と を 示 すもの で あ る . 特 徴 的 な こ と は
Bcl-2茸 白の 発現が照射 に よ り変化す る こ と で , Bcl-2 蛋白の 発
現が照射に よ り変化 し結果と して ア ポ ト ー シ ス へ の 感受性が 増
加す ると い う同様 の 結果が白血病細胞を用 い た 研究でも報告 さ
れ て い る
38)
.
一 方 , Fas抗原の 発 現ほ SBC-3, RER F-L C- M Sに
認め るも抗 Fa s抗 体に よ る ア ポ ト ー シ ス 誇発ほ S B C-3 の み に
認め た . Fa s抗原を 介 して の Fa s抗原誘発 ア ポ ヤ ー シ ス が , 放
射線誘発 ア ポ ト ー シ ス に は比較的低感受性 の S B C-3 に おけ る
ア ポ ト ー シ ス 発現 の 促進的な調節国子と な っ て い る と考え られ
る . 特徴的な こ と は S B C-1 に おけ る Bcl-2蛋白 の 発現が照射後
変化す る の と 同様に , S B C-3 におけ る Fa s抗原 の 発現が照射後
増加 し, 結果 と して 抗 Fa s抗体 に よる ア ポ ト ー シ ス 発現が 増加
して い る こ と で ある . ある種 の 刺激に よ っ て Fa s抗原 の 発現増
加があり結果 と して 抗 Fas抗体 に よ るア ポ ト ー シ ス 発現 が 増
加す る と い う報告は ∴結腸癌細胞
3g)や 白血 病細胞叫 を用 い た 研
究や ウイ ル ス 感染時
41) な どで も認め られ る . 本研究 の 結果 を含
め た こ れ らの 報告ほ Fa s抗 原を介 して の ア ポ ト ー シ ス 発 現の
調節 を示 して い るが , さ ら に 照射 を含 め た 種 々 の 刺激 因子が
Fa s抗原誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現 を変化 させ うる と い う こ とも
示 して い る , 照射 に よ る こ れ ら調節因子 の 発現 の 変化 は ア ポ
ト ー シ ス 発現 に 対す る照射の 間接的な促進作用を示 して お り ,
これ ら の 変化が 臨床的に放射線感受性 の 高い 小細胞癌細胞株 に
生 じて い る こ と ほ 注目す べ き こ と と 考 え ら れ る . し か し ,
R E R F-L C-M S で ほ S B C-3 と同様に Fas抗原の 発現と照射に よ
るそ の 増加が 認 め られて も抗 Fa s･抗体に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘
発 は なく , S B C-3 と対比性を呈 して い る . 血 液細胞 で は Bcl-2
蛋白 の 発現 が抗 Fas 抗体 の 作用 を抑制す る と し､ う報 告もあ
り
4糊
, Bcl-2 蛋 白の 発現が R E RF-LC-M Sに お ける ア ポ ト ー シ
ス 発現 の 抑制国子 に な っ て い る可 能性はあ る. しか し , S B C-3
でも 同様 に Bcl-2 蛋白の 発現 が認め られ る こ と や Fa s抗原の 発
現を認 めて も抗 Fas 抗体ほ必ず しも ア ポ ト ー シ ス を 誘 発せ ず
こ の 際抗 Fas抗体の 作用と Bcl-2蛋白の 発現ほ必ず しも相関 し
な い と い う報告 は
44)
, R E R F-L C-M Sに おけ る ア ポ ト ー シ ス 発現
の 抑制 が Bcl-2 蛋白の 発現の み で は説明 で きな い こ と を 示 して
い る . 実験結果 と して 呈 示 して い な い が , 蛋白合成阻害剤で あ
る シ ク ロ へ キ シ ミ ドを 少量添加す る と R E R F- L C-M Sは 早期に
ア ポ ト ー シ ス に おち い る . こ の 結果ほ R E R F-L C-M Sに お い て
も基本的に は ア ポ ヤ ー シ ス 能 を 有 して い る こ と を 示 す と 同時
に , Bcト2 蛋白を 含め た他 の ア ポ ト ー シ ス 発現 の 調節因子に よ
りア ポ ト ー シ ス 不 応性に な っ て い る こ とを 示 して い る . 最近 ,
Bcl-2 蛋 白 の 機能 ほ Bcト2 関連蛋白 と し て の Bax, Bcl- ⅩL,
BcトxS な どに さら に 調節され る こ とが 知 られ て お り姫)岬 1 ま た
p53 やc- m yC な どの 他 の 遺伝子ある い は サ イ トカ イ ン な どが ア




こ れら種 々 の 調節困子が R E R F-L C-M S や他の 細胞株
に お ける ア ポ ト ー シ ス 発現に影響 を与えて い る と 考え られる .
小線量 の 風射でも放射線高感受性血液細胞 で は 高率に ア ポ
ト ー シ ス 発現が 認 め られ30), 放射線感受性に ア ポ ト ー シ ス 発現
が密接 に関連 して い る こ とを窺わ せ る . また 動物 を 用い た放射
線誘発ア ポ ト ー シ ス に 関す る い く つ か の 研究で もア ポ ト ー シス
発現量と腫瘍反応に 正 の 相 関が ある こ と , さ らに 腫瘍制御に も
相関があ る こ と が 報告 され て い る5 嘲 ･ しか し, 腫瘍内異質性の
た め ア ポ ト ー シ ス 発現 に 制 限が ある こ とも同時に 報告されて い
る52)･ 本研究 に お い て も小細胞癌と腺病 の 放射線治療後の 腫瘍
縮小過程 に ア ポ ト ー シ ス 発 現の 有無 が関連す る こ とと同時に 細
胞株に お い て は 放射線誘発ア ポ ト ー シ ス 発現に ほ 感受性の 差が
あり種 々 の 調節因子の 存在が示 され た ■ こ の 調節因子 と して肺
癌細胞 に お い て も Fa s抗原 や Bcト2蛋白発現が ア ポ ト シ ス 発
現 に 影響を与える こ とも同 時に 示 され た . 興味深 い 点は照射が
こ の ような 調節国子の 発現を変化さ せ結果 と し て ア ポト ー シス
発現を 変化 させ う る可 能性がある こ と で , 特に 肺小細胞癌との
関連が注目 され る ･ ア ポ ト ー シ ス 発 現の 癌治療 に 対する関連性
の 研究53)は ま だ緒 に つ い た ばか りだ が , ア ポ ト ー シ ス 発現の さ
ら な る理解が肺癌等の 放射線治療に お い て治療成績を向上 させ
る こ とを 期待 した い .
結 論
肺癌細胞 に おけ る放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発現と ア ポト ー
シ ス 関連遺伝子 で ある Fas 抗原と Bcト2蛋白 の 放射線誘発ア ポ
ト ー シ ス の 発現 に 対す る関与の 有無の 検討 を行 い , 以下の結果
を得 た .
1 . 放 射 線誘発 ア ポ ト ー シ ス は 小細胞癌細胞株 である
S B C-1, S B C-3 に発現 し, そ の 最大発現頻度ほ S B C-1 に おいて
10 Gy 照射48時間後 17.9 ±0.1 %, S B C-3 に おい て 20 Gy 照射
72時間後 9.6 ±2.3 % で あ っ た .
2 . 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現は照射 さ れた 小細胞癌患
者か ら得られ た生検腫瘍組織 に お い て も確認 さ れ た .
3 . Fa s 抗原 の 発 現 ほ S B C-3 お よ び腺癌細胞株 である
R ERF-LC-M Sに , Bcト2 蛋白の 発現ほ全細胞株 に 認 め られ た.
4 . 10Gy 照射後 S B C-3 に お い て Fa s mR N A発現の 増加と
そ れ に 伴う Fa s抗原発現 の 増加があ り , 抗 Fa s抗体に よるア
ポ ト p シ ス の 誘発 が促進 され た . また 1 0 Gy 照 射後 S B C-1 に
Bcl-2 蛋白の 発現の 減少があ り, S B C-1 の 放射線誘発ア ポ ト ー
シ ス に 対する 比較的高 い 感受性の 一 因と な っ た .
5 . R E R F-L C-M S で ほ放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス ほ認 められ
ず , Fa s抗原の 発現を 認め て も抗 Fa s抗体に よ る ア ポ ト ー シ ス
の 誘発も認め られ なか っ た . 照射 され た 腺病蔽織でも放射線誘
発 ア ポ ト ー シ ス の 発現 ほ認 め られ な か っ た .
こ の 結 果は , 肺小細胞癌 と肺腺癌の 放射線感受性 の 相違に ア
ポ ト ー シ ス 発 現の 有無 が 一 因とな っ て い る こ と を示 した . また
Fa s 抗原や Bcl-2蛋 白発現 が放射線誘発ア ポ ト ー シ ス 発現の調
節因子と な っ て い る こ と , さ ら に 小細胞癌細胞に お い て は照射
が こ れ らの 調節因子の 発現 を変化 させ る こ と に よ っ て ア ポ ト ー
シ ス 発現を変化 させ うる こ とも示 した .
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A bstr act
T hepurpose ofthe present study wa s toin v estigateradiation -inducedapoptosisinlungcarcino m a c e11sin vitr oand in
viv o, aSW e11astheinnue n c e s ofthe Fas antlgen and Bcl-2 protein on apoptosi in viEro･Tw ohu m a n s mal11ung c ar Cin oma
c e11 1ine s, SB C-1 andS B Cq3, a nd o ne ade n oc arcino m a c el1 1in e, R E R F-LC- MS w ereinve s tlgatedin this study･ To
inve stlgatetheinduc tion ofapoptosi , C ellm ortality and m orphologicalcha ngesin eachc ell line wer e e x a mined after1 00r
20Gyirradiation and/or the ad dition of 200 ng/ mianti- Fa s a n tibody･ Apoptotic D N A 什agm entationin tum orspecim ens,
obtained fro mlung carcino m apatients whohadreceivedradiotherapy, W aS also e xa mined usinga nick endlabeling m ethod･
Further m ore, the expressio n of Fas antlge n and Bcl-2 w a sinv es tlgated before a nd after lO Gyir radiation in order to
dete rminetheirinfluenc e s o n r adiation -induced apoptosi ･ Radiatio n-induced apoptotic cells w er e observed in the s mall
CarCin o m acel1 1ines,but n otinthe ade n oc ar Cin o m acel1 1ine. How ever,the peak incidenc e was o nly1 7.9±0.1 %(烹±S D)48
hr afterlO Gyirradiatio nin S B C-1c e11s, a nd9･6±2･3 %(東±S D)7 2 hr after20 Gyir radiationinS B C-3ce11s. Althoughthe
e xpres sion of Fas antlgenSincreas ed in both S B C-3 a nd R E R F-L C- M Sce11s afterl OGyirr adiation , apOptOSis w as only
induc edin S B C-3 c e11s afterthe additio n of 2 00ng/ml anti-Fa s antibody･ A lthough the e xpression of Bcト2 proteins w as
detected in allc e11 1ine s e x a mined, 10 Gyirradiation dow n regulated thele velof Bcl-2 e xpre ssio ninS B C-1 cells･ Apoptotic
D N A fねgm enta tion was observ edin irradiated s m allc arcinom a tissue s, bu t n o tin irradiated ade n ocarcino ma tiss ues. In
C OnClusion , the res ults ofthis studyindicated thatthediff trenc esin radiorespons e ofs m a11c arcino m aand aden oca rcino m a
C ells w eredue to theinducibility ofapoptosi in these cells, and alsoindicated thatradiation c a nenhance theinductio n of
apoptosi , e SpeCia11yln S m allc ar Cino m a c ells, by m odulating expression ofcellular factors s u ch asFas antige ns and Bcl-2
PrO teins･
